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略語 
 
aCDase: acidic ceramidase 
AD: atopic dermatitis 
alkCDase: alkaline ceramidase 
aSMase: acidic sphingomyelinase 
BGCase: β-glucocerebrosidase 
CDase: ceramidase 
CER: ceramide 
CerS: ceramide synthase 
D-MAPP: (1S,2R)-D-erythro-2-(N-myristoylamino)-1-phenyl-1-propanol 
DMPC: dimyristoylphosphatidylcholine 
DPPC: dipalmitoylphosphatidylcholine 
DPPG: dipalmitoylphosphatidylglycerol 
DSPH: dihydrosphingosine 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 
FA: fatty acid 
GC: glucosylceramide 
GCS: glucosylceramide synthase 
HPLC: high performance liquid chromatography 
HPTLC: high performance thin layer chromatography 
IC50: 50% inhibitory concentration 
KO: knockout 
LC/MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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NBD: nitrobenzoxadiazole 
OEA: oleoylethanolamide 
PBS: phosphate buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride 
PSPH: phytosphingosine 
S1P: sphingosine-1-phosphate 
SC: stratum corneum 
S.D.: standard deviation 
SM: sphingomyelin 
SMase: sphingomyelinase 
SMS: sphingomyelin synthase 
SMSr: sphingomyelin synthase-related protein 
SPH: sphingosine 
SPHK: sphingosine kinase 
TEWL: transepidermal water loss 
TLC: thin layer chromatography 
Tris: 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol 
UDP: uridine diphosphate 
WT: wildtype 
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緒言 
 
皮膚は表皮および真皮より構成され、さらに表皮は基底層、有棘層、顆粒層
および角層の 4層に分類される。皮膚の最外層に位置する角層細胞間において、
セラミド（ceramide: CER）などの脂質により構成されるラメラ構造は、体内の
水分保持や外界からの生体異物、細菌およびウイルスの侵入を防ぐ物理的バリ
アとしての役割を持つ。また、CER は細胞のアポトーシスやストレス応答など
に関与する細胞内シグナル伝達分子としての機能も持つ 1, 2)。 
スフィンゴ脂質とは、共通骨格としてスフィンゴイドを有する CER、スフィ
ンゴミエリン（sphingomyelin: SM）およびグルコシルセラミド（glucosylceramide: 
GC）などの脂質の総称である。CER は、スフィンゴイドおよびスフィンゴイド
の C-2位アミノ基に N-アシル結合した脂肪酸（fatty acid: FA）より構成される（Fig. 
1）。角層に存在するCERsは、4種のスフィンゴイド（スフィンゴシン（sphingosine: 
SPH）[S]、ジヒドロスフィンゴシン（dihydrosphingosine: DSPH）[DS]、フィト
スフィンゴシン（phytosphingosine: PSPH）[P]、6-ヒドロキシスフィンゴシン[H]）、
および 3 種の FA（非ヒドロキシ FA[N]、α-ヒドロキシ FA[A]、エステル化ω-
ヒドロキシ FA[EO]）により構成され、その組み合わせから 12 種類に分類され
る 3)（Table 1）。近年では、例えばスフィンゴイドとして[S]、FA として[EO]を
有する CER は、CER[EOS]と表記される。 
皮膚におけるスフィンゴ脂質生合成の模式図を Chart 1 に示す。スフィンゴ脂
質生合成の第一段階は、表皮顆粒層の小胞体におけるセリンとパルミトイル
CoA の縮合反応である。この反応はセリンパルミトイルトランスフェラーゼに
より触媒され、スフィンゴ脂質生合成の律速段階であると考えられている 4)。そ
の後、3-ケトスフィンガニンレダクターゼ、セラミド合成酵素（ceramide synthase:  
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CerS）およびジヒドロセラミドデサチュラーゼによる代謝を受け、CER が生成
される。さらに、CER はゴルジ装置において、グルコシルセラミド合成酵素
（ glucosylceramide synthase: GCS）またはスフィンゴミエリン合成酵素
（sphingomyelin synthase: SMS）により GC または SM へと変換される 5-7)。GC
および SM は層板顆粒にパッケージングされ、顆粒層と角層の境界で放出され
た後に β-グルコセレブロシダーゼ（β-glucocerebrosidase: BGCase）およびスフィ
ンゴミエリナーゼ（sphingomyelinase: SMase）により再び CER へと変換され（角
層 CER）、角層細胞間においてコレステロール、遊離 FA などの脂質と共にラメ
ラ構造を形成する。CER は、セラミダーゼ（ceramidase: CDase）により分解され、
スフィンゴイドおよび FAへと代謝される。さらに、スフィンゴイドはリン酸化
酵素によりスフィンゴシン 1 リン酸（sphingosine-1-phosphate: S1P）などの生理
活性の高い脂質へと変換され、細胞の分化、増殖および生存などの調節を行う
8, 9)。 
SPH は、哺乳類におけるスフィンゴ脂質を構成する主要なスフィンゴイドで
ある（Fig. 2）。PSPH は真菌や植物に多く含まれるスフィンゴイドであるが 10)、 
Fig. 1.  Structure of sphingolipids. 
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Table 1.  Nomenclature of CERs in human stratum corneum11) 
 
Chart 1.  Metabolic pathway of sphingolipids. 
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ヒト角層やラット小腸などの哺乳類の組織にも PSPH が存在することが報告さ
れている 11, 12)。生体内における遊離型の SPHは、CDaseによる CER の分解反応
によってのみ生成する。ブタ角層中および生きた表皮における総脂質中には、
それぞれ 0.44、0.09%の SPH が存在することが報告されている 13)。また、ヒト
足部胼胝中には 3.4±0.6 mg/g lipid の SPHが存在することが報告されている 14)。
SPH は、モルモット表皮由来の CDase やマウス由来のアルカリ CDase（alkaline 
CDase: alkCDase）（maCER1）活性を阻害することが報告されている 15, 16)。また、
SPHはStaphylococcus aureusなどに対する抗菌活性を持つことが報告されており
17, 18)、皮膚における抗菌機構に寄与していると考えられている。さらに、SPH
はホルボールエステルにより誘導される皮膚炎を抑制することが報告されてい
る 19)。 
前述の通り、角層中 CER は皮膚バリア機能に寄与している。アトピー性皮膚
炎（atopic dermatitis: AD）および乾癬などの患者角層中 CER 含量は健常人より
も少ないことが報告されている 20, 21)。また、角層中 CER 含量は加齢や季節など
の要因によっても変動することが知られている 20, 22)。AD患者への CER 含有ク
リームの経皮適用により、皮膚バリア機能の指標の一つである経表皮水分損失
量（transepidermal water loss: TEWL）は健常人と同等のレベルまで改善すること
が報告されていることから 23)、角層中 CER含量を制御することにより皮膚バリ
ア機能の改善が可能であると考えられる。現在、CER の直接的な補給を目的と
Fig. 2.  Structure of SPH. 
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して、CER を含有した化粧品または医薬部外品が様々なメーカーより販売され
ている（キュレルシリーズ（花王株式会社）、ヒフミドシリーズ（小林製薬株式
会社）、アスタリフトシリーズ（富士フイルム株式会社）および DHC 薬用ベビ
ーセラミド（株式会社 DHC）など）。しかし、CER の分解抑制という観点から
の角層中 CER 含量制御については現在までに報告されていない。そこで著者は
皮膚中 CDase活性の阻害による CER 含量の制御に着目した。 
第 1章では、皮膚にとって有益な作用を持つと考えられる SPH を CDase阻害
剤として用いた。ヘアレスマウスおよび三次元培養ヒト表皮ホモジネートを作
成し、SPH の CDase に対する阻害活性を評価した。また、SPH 適用後における
ヘアレスマウス角層中および三次元培養ヒト表皮中 CER 含量を測定した。 
第 2 章では、SPH 適用による CER 増加メカニズム解明を目的として、SMS2
ノックアウト（knockout: KO）マウスへの SPH適用後における角層中 CER 含量
の測定、表皮中脂質定量および酵素活性の測定を行った。 
以下に、得られた結果を報告する。 
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第 1 章 
スフィンゴシンの角層中セラミド含量に及ぼす影響 
 
第 1節 緒論 
CDase は、CER 分子内の N-アシル結合を加水分解してスフィンゴイドおよび
FAへと変換する酵素である（Fig. 3）。CDase は、至適 pHにより酸性 CDase（acidic 
CDase: aCDase）、中性 CDaseおよび alkCDaseに分類される。また、alkCDaseに
は 3 種のアイソザイムが存在する（alkCDase1、alkCDase2 および alkCDase3）。
aCDaseはリソソームに局在する酵素であり、pH 4.5で高い活性を持つ 24)。遺伝
性疾患である Farber 病の患者においては、aCDase活性は低下していることが報
告されている 25)。一方で alkCDase1 は小胞体に局在し、pH 8.5 で高い活性を持
つ。 
ヒト表皮は、alkCDase および aCDase活性を持つことが報告されている 26, 27)。
また、Houben らは、ヒト表皮における alkCDase1 の mRNA発現量が他の組織と
比較して多く存在すること、また表皮細胞の分化に伴い total alkCDase および
aCDase 活性が上昇すること、alkCDase1 および aCDase の mRNA 発現量が増加
すると報告している 28)。 
加齢や AD などの疾患により、角層中 CER 含量は減少する 20, 22)。Jin らは、
ヒト角層中 alkCDase 活性（pH9.0）は加齢により上昇すると報告している 29)。
また、AD 患者皮膚における TEWL は健常人と比較して高いことが報告されて
いる 30)。GC および SM を、それぞれグルコシルスフィンゴシンおよびスフィン
ゴシルホスホリルコリンへと代謝するグルコシルセラミドスフィンゴミエリン
デアシラーゼの活性亢進は ADの原因であると報告されているが 31)、Okinoらは 
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AD患者皮膚にはPseudomonas aeruginosaより分泌された alkCDaseが存在するこ
とを報告しており 32, 33)、CER量が減少することの一因であると考察している 34)。 
そこで著者は、CDase 阻害剤の適用により角層中 CER 含量を制御できる可能
性がある と考 え た。 Oleoylethanolamide （ OEA ）、 ceramidastin および
(1S,2R)-D-erythro-2-(N-myristoylamino)-1-phenyl-1-propanol（D-MAPP）など、CDase
阻害活性を持つ化合物は多数報告されているが 26, 35, 36)、それらを用いた皮膚中
CER 含量の制御に関しては現在までに報告されていない。SPH はモルモット表
皮由来の CDase やマウス由来の alkCDase（maCER1）活性を阻害することが報
告されている 15, 16)。また、SPHは抗菌活性 17, 18)や抗炎症作用 19)を持つことから、
皮膚にとって有益な化合物であると考えられる。第 1 章では CDase 阻害剤とし
て SPHを選択し、ヘアレスマウス皮膚および三次元培養ヒト表皮中の alkCDase
活性および CER 含量への影響を調査した。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.  Degradation of CER by CDase. 
10 
 
第 2節 実験方法 
2-1. 実験動物 
4および 7週令の雄性ヘアレスマウス（Hos:HR-1）は株式会社星野試験動物飼
育所（坂東、茨城）より購入した。なお、飼育は室温 22±2℃、湿度 55±5%、
12 時間毎の明暗サイクルの環境で行い、飼料および水は自由摂取とした。動物
実験は城西大学動物実験管理委員会の承諾を得て、「城西大学動物実験規定」に
従い行った。 
 
2-2. 試薬および実験材料 
三次元培養ヒト表皮である LabCyte EPI-MODEL 6 日間エアリフト品は株式会
社ジャパン・ティッシュ・エンジニアリング（蒲郡、愛知）より購入した。
nitrobenzoxadiazole（NBD）基で蛍光標識した FA である C6-NBD-FA および
C12-NBD-FAは Invitrogen（Waltham、MA、U.S.A.）より購入した。C12-NBD-CER
は Cayman Chemical Company（Ann Arbor 、MI、U.S.A.）より購入した。
Oleoylethanolamide は Enzo Biochem, Inc.（New York、NY、U.S.A.）より購入した。
D-erythro-sphingosine（SPH）は和光純薬工業株式会社（大阪）より購入した。 
CER 定量の標準物質として使用した non-hydroxy ceramide および hydroxy 
ceramideはMatreya, LLC（Pleasant Gap、PA、U.S.A.）より購入した。Ceramide III
および ceramide VIは Evonik Industries（Essen、North Rhine-Westphalia、Germany）
より購入した。Ceramide II（TIC-001）は、高砂香料工業株式会社（東京）より
供 与 さ れ た 。 Dipalmitoylphosphatidylcholine （ DPPC ） お よ び
dipalmitoylphosphatidylglycerol（DPPG）は、日本精化株式会社（大阪）より供与
された。 
その他の試薬は和光純薬工業株式会社、第一三共株式会社（東京）、東京化成
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工業株式会社（東京）、Alfa Aesar（Heysham、Lancashire、U.K.）、Sigma-Aldrich Co., 
LLC.（St. Louis、MO、U.S.A.）より購入した。 
 
2-3. マウス皮膚および三次元培養ヒト表皮ホモジネートの作成 
7週令のマウスを 1週間予備飼育した。マウスを頸椎脱臼により屠殺し、皮膚
を採取した。皮下脂肪を除去した後に解剖用ハサミで破砕した。1% Triton X-100
を含む 0.25 M Sucrose を加え、氷中で PT 1200 E（Kinematica AG、Luzernerstrasse、
Lucern、Switzerland）を用いてホモジナイズ（25,000 rpm、1 分）した。ホモジ
ナイズ後に遠心分離（500 × g、1 分、4˚C）を行い、得られた上清を実験に使用
するまで凍結保存した。 
LabCyte EPI-MODEL 6 日間エアリフト品を、トランスウェルよりスパーテル
を用いて回収し、同様にホモジネートを作成した。 
 
2-4. CDase活性の測定 
Houbenらの方法 26)を一部改変して行った。CDaseの基質として C12-NBD-CER
を用いた。Methanol に溶解した C12-NBD-CER（最終濃度は 250 μM）および SPH
または OEAを窒素気流下で乾固し、detergent mixture（40 mg/mL Triton X-100、
16 mg/mL Tween 80）を 12.5 μL加えバス型超音波洗浄器（FU-6H、東京硝子器械
株式会社、東京）を用いて超音波処理することにより溶解した。Buffer（alkCDase: 
125 mM Tris-HCl buffer（pH 8.5）、aCDase: 125 mM acetate buffer（pH 4.2））を 25 μL
添加し、再び超音波処理を行った。プレインキュベート後（37˚C、2 分）、マウ
ス皮膚または三次元培養ヒト表皮ホモジネート（タンパク質濃度は 15 μg/mL）
を 12.5 μL 加えてインキュベートした（37˚C）。インキュベート時間は、マウス
皮膚ホモジネートでは 1時間、三次元培養ヒト表皮ホモジネートでは 10時間と
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した。内部標準物質として C6-NBD-FAを含む chloroform/methanol（2:1）を 300 μL
加えることにより酵素反応を停止させ、酵素反応液を窒素気流下で乾固した。 
Methanolを 100 μL加えて脂質を再溶解し、超音波処理を行った。酵素反応生
成物である C12-NBD-FAを HPLC（Prominence HPLC system、株式会社島津製作
所、京都、京都）により分離し、蛍光検出器（RF-10AXL、株式会社島津製作所）
を用いて定量した（励起波長: 460 nm、蛍光波長: 534 nm）。分離用カラム
（L-Column 2 ODS（5 μm、2.1×150 mm）、化学物質評価研究機構、東京）は 30˚C
で保温した。移動相はグラジエント遊離法のために acetonitrile（0.1% formic acid）
および精製水（0.1% formic acid）の 2種類を用い、流速は 0.4 mL/min とした。
30% acetonitrileから 100% acetonitrile へ 5 分までグラジエントさせ、14.5分まで
100% acetonitrileを維持した。再び 30% acetonitrile へ戻し、再平衡化を 15分行っ
た。検量線は、酵素反応生成物と内部標準物質のピーク高さの比で作成した。
マウス皮膚および三次元培養ヒト表皮ホモジネート中のタンパク質濃度は
Lowry法により測定した。 
 
2-5. マウス背部への alkCDase阻害剤の適用および角層中脂質の抽出 
Houben らの方法を参考にした 37)。 4 週令のマウス背部に propylene 
glycol/ethanol（7:3）に溶解した 40 mM SPHまたは OEAを 50 μL滴下し、指で
軽く叩くことにより適用した（1日 2回、3日間）。Cyanoacrylate により alkCDase
阻害剤適用部位の角層を採取し、Imokawa らの方法を参考にして、マウス角層
中 CER の定量を行った 20)。採取した角層を hexane/ethanol（95:5）に浸し、超音
波処理を行った。処理後、脂質抽出液をフィルター（SLGN033NS MILLEX-GV 
Syringe Driven Filter Unit、Merck Millipore Corporation、Darmstadt、Germany）に
より濾過し、試験管に移した。同様の操作をもう一度繰り返し、窒素気流下で
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有機溶媒を除去した。さらに、試験管内の脂質に chloroform/methanol（2:1）を
加え、超音波処理を行った。処理後、脂質抽出液を 1.5 mLチューブに移した。
同様の操作をもう一度繰り返し、窒素気流下で乾固した。Cyanoacrylate により
採取した角層をフィルターにより回収し、重量を測定した。 
 
2-6. 三次元培養ヒト表皮への alkCDase阻害剤の適用および表皮中脂質の抽出 
薄膜法により、SPH/DPPC/DPPG（4:4:1）から構成されるリポソームを調製し
た（SPHおよび DPPC: 10 mM、DPPG: 2.5 mM）38)。有機溶媒に溶解した各脂質
をナス型フラスコに添加し、エバポレータを用いて溶媒を除去することにより
脂質の薄膜を作成した。脂質薄膜に PBS を添加し、機械的振動を与えることに
より調製したリポソームを実験に用いた。三次元培養ヒト表皮は 37˚C、5％ CO2
条件下で培養した。三次元培養ヒト表皮の角層側より、SPH含有リポソーム 50 
μLを 2日おきに適用した。初回の SPH含有リポソーム適用日を 0日目とし、培
地交換は 6日目まで毎日行った。7日目に ascorbic acid 含有培地（25 μg/mL）を
添加した。24 時間後にメスを用いてトランスウェルより三次元培養ヒト表皮を
回収した。三次元培養ヒト表皮を chloroform/methanol（2:1）に浸漬し、氷中で
SONIFIRE 250（Branson、Danbury、CT、U.S.A.）により超音波処理を行った。
脂質抽出液をフィルターにより濾過し、試験管に移した。その後は、マウス試
料と同様の処理を行った。 
 
2-7. マウス角層中および三次元培養ヒト表皮中の CER定量 
薄層クロマトグラフィー（thin layer chromatography: TLC）法により、脂質の
分離を行った。展開条件は、Imokawaらの報告に従った 20)。1.5 mLチューブ内
の脂質を chloroform/methanol（2:1）に再溶解し、キャピラリを用いて HPTLC Silica 
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gel 60（Merck Millipore Corporation）にスポットした。展開溶媒として
chloroform/methanol/acetic acid（190:9:1）を用いて TLC プレートの下端より 9 cm
まで展開した。展開は 2回行った。TLC プレートに染色液（10% copper sulfate、
8％ phosphoric acid）を噴霧し、ホットプレート（TLC Plate Heater III、CAMAG、
Muttenz、Basel-Landschaft、Switzerland）で加熱（180˚C、10分）することにより
脂質のバンドを可視化した。TLC プレートをルミノイメージアナライザー
（LAS1000-plus、富士フイルム株式会社、東京）により画像化し、Multi Gauge 
Version 3.0（富士フイルム株式会社）を用いてバンド密度より各 CER を定量し
た。 
 
2-8. 統計処理  
 SAS University Edition（SAS Institute Inc.、Cary、NC、U.S.A.）を用いて Turkey’s 
test、Dunnett’s test および Student’s t-test により統計処理を行った。危険率 5%未
満（*p < 0.05、**p < 0.01および***p < 0.001）を有意差ありとした。 
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第 3節 結果 
3-1. SPH のマウス皮膚ホモジネート中 CDase阻害活性 
10 mM SPH存在下における 8週令マウス皮膚ホモジネート中 alkCDase活性を
測定した。Normal 群の alkCDase活性（6.7±1.7 nmol/mg protein/h）と比較して、
CDase阻害剤として汎用されている OEAの存在下では、alkCDase 活性は 45.6%
低下した（3.6±0.9 nmol/mg protein/h、p < 0.05）。また、10 mM SPH 存在下にお
いては 88.0%低下した（0.8±0.4 nmol/mg protein/h、p < 0.001）。さらに、SPH存
在下における alkCDase 活性は、OEA存在下と比較して 78.0%（p < 0.05）低下し
た（Fig. 4a）。また、同様の実験により aCDase活性に対する SPHの影響につい
て評価した。SPH 群における aCDase活性は 3.3±0.6 nmol/mg protein/h であり、
normal 群（4.9±1.4 nmol/mg protein/h）と比較して減少傾向を示したが（p = 0.07）、
有意な差ではなかった（Fig. 4b）。 
マウス皮膚ホモジネート中 alkCDase活性に対する SPHの阻害活性を評価した。
マウス皮膚ホモジネート中 alkCDase 活性は、SPH および OEA の濃度依存的に
低下した（Fig. 5）。また、マウス皮膚ホモジネート中 alkCDase 活性に対する SPH
の IC50は 0.09±0.01 mM であり、OEAの IC50（11.1±1.6 mM）と比較して有意
に低い値を示した（p < 0.001）（Table 2）。 
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Fig. 4.  Effects of SPH on the CDase activities in hairless mice skin homogenate. 
OEA was used as positive control. OEA and SPH concentrations were 10 mM. The alkCDase 
activity at pH 8.5 (a) and the aCDase activity at pH 4.2 (b). Values are expressed as the mean ± S.D. (n = 
4). *p < 0.05, ***p < 0.001, as determined by Turkey’s test. 
Fig. 5.  The alkCDase activity in hairless mice skin homogenate in the presence of 
alkCDase inhibitors at various concentrations. 
OEA was used as positive control. The alkCDase activity of control was measured in an alkCDase 
inhibitor-free condition. SPH (0.03–0.18 mM) (a) and OEA (4–12 mM) (b). Values are expressed as the 
mean ± S.D. (n = 4). 
17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Values are expressed as the mean ± S.D. (n = 4). ***p < 0.001, determined by Student’s t-test. 
Table 2. IC50 of alkCDase inhibitors on the hairless mice skin homogenate. 
IC
50
 (mM) 
OEA        11.1 ± 1.6 
SPH        0.09 ± 0.01 *** 
Inhibitor 
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3-2. SPH 適用後のマウス角層中 CER含量 
 40 mM の SPH および OEAをマウス背部に 3日間適用した後、角層中 CER 含
量を測定した。Control群には溶媒（propylene glycol/ethanol（7:3））を適用した。
SPHおよび OEA 適用後における角層中 CER[NS]および CER[NP]含量は、control
群と比較して変化はみられなかった（Fig. 6a、b）。一方、CER[AS]含量は SPH
を適用することにより、control 群（3.9±0.9 μg/mg stratum corneum（SC））と比較
して有意に増加した（7.1±1.0 μg/mg SC、p < 0.01）（Fig. 6c）。同様に、CER[AP]
含量は SPHの適用により control 群（10.5±1.7 μg/mg SC）と比較して有意に増加
した（17.1±2.6 μg/mg SC、p < 0.001）（Fig. 6d）。 
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Fig. 6.  The CERs content in SC of hairless mice after topical application of OEA or 
SPH. 
OEA and SPH concentrations were 40 mM. Control group was applied with propylene glycol/ethanol 
(7:3). Content of CER [NS] (a), CER [NP] (b), CER [AS] (c), and CER [AP] (d). Values are expressed as 
the mean ± S.D. (n = 4). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, determined by Turkey’s test. 
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3-3. SPH の三次元培養ヒト表皮ホモジネート中 alkCDase阻害活性 
 SPH存在下における三次元培養ヒト表皮ホモジネート中 alkCDase活性を測定
した（Fig. 7）。Normal 群における alkCDase 活性（125±16.4 pmol/mg protein/h）
と比較して、10 mM OEA の存在下では alkCDase活性は 55.5%低下した（55.5±
3.5 pmol/mg protein/h、p < 0.001）。また、10 mM SPH 存在下においては 83.2%（21.0
±7.1 pmol/mg protein/h、p < 0.001）低下した。さらに、SPH 存在下における
alkCDase活性は、OEA存在下と比較して 62.2%低下した（p < 0.01）。 
三次元培養ヒト表皮ホモジネート中 alkCDase活性に対する SPHの阻害活性を
評価した。三次元培養ヒト表皮ホモジネート中 alkCDase 活性は、SPH および
OEA の濃度依存的に低下した（Fig. 8）。また、三次元培養ヒト表皮ホモジネー
ト中 alkCDase 活性に対する SPH の IC50は 0.11±0.03 mM であり、OEA の IC50
（7.8±1.2 mM）と比較して有意に低い値を示した（p < 0.01）（Table 3）。 
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Fig. 7.  Effect of SPH on the alkCDase activity in three-dimensional cultured epidermis 
homogenate. 
OEA was used as a positive control. OEA and SPH concentrations were 10 mM. Values are expressed 
as the mean ± S.D. (n = 4). **p < 0.01, ***p < 0.001, determined by Turkey’s test. 
 
Fig. 8.  The alkCDase activity in three-dimensional cultured epidermis homogenate in 
the presence of alkCDase inhibitors at various concentrations. 
OEA was used as a positive control. The alkCDase activity of control was measured in an alkCDase 
inhibitor-free condition. SPH (0.03–0.18 mM) (a) and OEA (2–10 mM) (b). Values are expressed as the 
mean ± S.D. (n = 4). 
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Values are expressed as the mean ± S.D. (n = 4). **p < 0.01, determined by Student’s t-test. 
 
Table 3.  IC50 of alkCDase inhibitors in the three-dimensional cultured epidermis 
homogenate. 
IC
50
 (mM) 
OEA        7.8 ± 1.2 
SPH        0.11 ± 0.03 ** 
Inhibitor 
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3-4. SPH 適用後の三次元培養ヒト表皮中 CER含量 
10 mM の SPHを含有したリポソームを調製し、三次元培養ヒト表皮に適用し
た。培養後に培養表皮中 CER 含量を測定した。SPH含有リポソーム適用後にお
ける三次元培養ヒト表皮中 CER[NS]、CER[NP]、CER[AS]および CER[AP]含量
は、control 群と比較して変化はみられなかった（Fig. 9a-d）。一方、SPH含有リ
ポソーム適用群における CER[NDS]含量は 15.8±1.9 μg/cm2 であり、control 群
（7.8±1.5 μg/cm2）と比較して有意に高値を示した（p < 0.001）（Fig. 9e）。 
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Fig. 9.  The CERs content in three-dimen- 
sional cultured epidermis after application 
of SPH liposome. 
Liposome contained 10 mM SPH. Control 
group was applied with SPH-free liposome 
(DPPC/DPPG (4:1)). Content of CER [NS] (a), 
CER [NP] (b), CER [AS] (c), CER [AP] (d), and 
CER [NDS] (e). Values are expressed as the mean ± 
S.D. (n = 4). ***p < 0.001, determined by Turkey’s 
test. 
 
25 
 
第 4節 考察 
 CER などの角層細胞間脂質は、皮膚バリアを維持するために重要である。加
齢により角層中 CER 含量は減少すること 20, 22)、角層中 alkCDase 活性は上昇す
ることが報告されている 29)。また、AD患者皮膚には Pseudomonas aeruginosa よ
り分泌された alkCDase が存在し 32-34)、角層中 CER 含量は健常人と比較して少な
いことが報告されている 20)。これらのことから著者は、alkCDase 活性を阻害す
ることで角層中CER含量を制御できる可能性があると考えた。第 1章ではCDase
活性の阻害という観点から、ヘアレスマウスおよび三次元培養ヒト表皮を用い
て SPHの CDase活性および CER 含量に与える影響について調査した。 
 まず、SPH のマウス皮膚ホモジネート中 alkCDase および aCDase に対する阻
害活性を評価した。CDase活性の測定には、蛍光基質である C12-NBD-CER を用
いた。Positive controlにはCDase阻害剤として汎用されているOEAを選択した。
10 mM SPH 存在下における alkCDase 活性は、同濃度の OEA 存在下における
alkCDase活性と比較して有意に低下した（Fig. 4a）。また、alkCDase 活性に対す
る SPH の IC50は、OEA の IC50と比較して有意に低値を示した（Table 2）。Mao
らは、maCER1 遺伝子を導入した COS1 細胞のミクロソーム画分における
maCER1 活性に対する SPHの IC50は約 0.08 mM であると報告している 16)。興味
深いことに、本研究においてはマウス全層皮膚ホモジネートを用いて alkCDase
活性に対する SPH の IC50を測定したが、Mao らの報告と近い値（0.09 mM）が
得られた。10 mM SPH存在下におけるマウス皮膚ホモジネート中 aCDase活性は、
normal 群と比較して減少傾向を示したが（p = 0.07）、有意な差は認められなかっ
た（Fig. 4b）。またマウス皮膚ホモジネート中 alkCDase活性と同様に、SPHは同
濃度の OEA と比較して三次元培養ヒト表皮中 alkCDase 活性を有意に低下させ
た（Fig. 7）。また、alkCDase 活性に対する OEA または SPH の IC50は、マウス
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皮膚ホモジネートおよび三次元培養ヒト表皮中ホモジネート間で近い値を示し
た（Table 2、3）。これらの結果より、SPH は aCDase 活性よりも alkCDase 活性
を強く阻害すること、また SPH は OEA よりも優れた alkCDase 阻害を持つこと
が示唆された。 
 次に、propylene glycol/ethanol（7:3）に溶解した 40 mM OEA または SPHの適
用後におけるマウス角層中 CER 含量を測定した。SPHの適用により control 群と
比較して CER[AS]は有意に増加した（Fig. 6c）。Mao らは、C12-NBD-CER を用
いた実験により、maCER1（pH 8.0）は SPHを骨格とする CER に基質特異性を
持つが、PSPH および DSPH を骨格とする CER は分解しないことを報告してい
る 16)。alkCDase のスフィンゴイドに対する基質特異性から、SPH の適用により
マウス皮膚における alkCDase 活性が阻害された結果、CER[AS]の分解が抑制さ
れたことが示唆された。また、マウスへの SPH の経皮適用により PSPH を骨格
として有する CER[AP]も有意に増加した（Fig. 6d）。この結果より、角層中 CER
含量の変化には alkCDase 活性阻害以外の要因も関係していると予想されるが、
角層中 CER 分子種ごとの生成について詳細は明らかとなっていない。また、角
層脂質膜モデルを用いた実験より、CER[AP]は膜の安定化に寄与することが報告
されている 39)。SPH の適用により角層中 CER[AP]含量が増加した結果、皮膚バ
リア機能は改善すると予想される。 
さらに、三次元培養ヒト表皮への SPHの適用後にCER含量を測定した。10 mM 
SPHを含有させたリポソームを調製し、三次元培養ヒト表皮へ適用した。Control
として DPPC/DPPG（4:1）リポソームを適用したところ、いずれの CER 分子種
にも変化はみられなかった（Fig. 9）。SPH適用後におけるマウス角層中 CER 含
量の結果（Fig. 6）とは異なり、三次元培養ヒト表皮では SPH 含有リポソーム適
用後における CER[AS]および CER[AP]含量の増加は認められなかったが、
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CER[NDS]は有意に増加した（Fig. 9c-e）。 
また、0.1 mM SPH 含有リポソーム適用後の三次元培養ヒト表皮において、
normal 群と比較して TLC 分析における CER[NDS]のバンド密度には変化はみら
れなかったが、1 mM SPH 含有リポソームの適用により CER[NDS]のバンド密度
は 24.5％増加した（data not shown）。TLC によるマウス角層中脂質分析では、
CER[NDS]のバンドを確認することはできなかった。t'Kindt らは、ヒト前腕角層
における CER 分子種組成について、CER[NP]（22.1％）、CER[NH]（14.5％）お
よび CER[AH]（10.8％）が多く存在すること、また CER[EOS]は角層中 CER 全
体の 6.5％を占めることを報告している 40)。Shimotoyodome らも、ヒト前腕角層
中 CER の中で、CER[NH]（約 26.0％）や CER[NP]（約 19.0％）が多く存在する
ことを報告している 41)。一方、Liou らは、ヌードマウス皮膚より抽出した脂質
における CER 組成について、CER[EOS]が（76.2％）多く存在することを報告し
ている 42)。ヒトとマウス間における皮膚中 CER 分子種の組成が異なるというこ
れらの研究報告から、ヒトとマウス間において各 CER 分子種の生成プロフィー
ルは異なると考えられるため、同じ被験物質（SPH）を適用したにも関わらず、
適用後のマウス角層と三次元培養ヒト表皮間で異なる CER分子種が変動したと
考えている。 
Duan らは、包皮由来正常ヒト皮膚表皮細胞に DSPH、SPH およびトウモロコ
シ由来のGCより精製した trans-4,cis-8-sphingadienineを適用すると CerS2、CerS3
およびCerS4のmRNA発現量が増加することを報告している 43)。Shirakuraらは、
コンニャク由来 GC より精製したスフィンゴイド（4, 8-sphingadienine および
4-hydroxy-8-sphinganine）存在下で三次元培養ヒト表皮を培養すると、CER 代謝
酵素の mRNA発現量が control と比較して増加すること、また脂質抽出液の TLC
分析により、control と比較して CER[EOS]、CER[NS]および CER[NP]のバンド密
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度が増加することを報告している 44)。Sigruener らは、ヒト表皮細胞を DSPH、
SPHまたは PSPH 存在下で培養することで、種々CER 代謝酵素 mRNA発現量お
よび CER 量が増加することを報告している 45)。これらの研究報告より、本研究
においても SPHがマウスおよび三次元培養ヒト表皮における CER の de novo 合
成を活性化した可能性が考えられる。また、Sigruenerらは SPH を含有させた培
地中でヒト表皮細胞を培養すると、スフィンゴイドとして SPH または PSPH を
有する CER が増加することを報告している 45)。しかし、本研究では三次元培養
ヒト表皮角層側から SPH を適用することで、スフィンゴイドとして DSPH を有
する CER[NDS]は有意に増加した（Fig. 9e）。Sigruenerらの報告と本研究におけ
る実験結果が異なる理由は不明であるが、SPH の適用方法など実験方法の細か
な差異が影響している可能性がある。 
スフィンゴシンキナーゼ（sphingosine kinase: SPHK）は、SPH を S1P へと変換
する酵素である。Hong らは、SPHK のアクチベータである K6PC-5 を不死化ヒ
ト角化細胞およびマウス皮膚に適用することにより、表皮細胞の分化マーカー
の発現は増加することを報告している 46)。Schuppel らは、S1P は表皮細胞の増
殖を抑制することを報告している 8)。また、Kim らは培養ヒト表皮細胞の分化後
期における細胞内 S1P 濃度は、SPH と共に劇的に増加することを報告している
47)。これらのことを総合的に考えると、本研究においてマウスおよび三次元培養
ヒト表皮に適用した SPHが S1P に変換され、表皮細胞の分化を促進した結果と
して CER 含量が増加したという可能性も考えられる。また、CerS の働きにより
SPH がアシル CoA と結合し、再び CER に戻る経路（サルベージ経路 48））も存
在することが知られている。マウスまたは三次元培養ヒト表皮に適用した SPH
が、CER に変換された可能性も考えられるが、SPHより変換された CER が皮膚
バリアに寄与し得るのかなどについては詳細に分かっていない。 
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今回の結果から、SPH は OEA よりも優れた alkCDase 阻害剤となり得ること
が明らかとなった。また、マウス角層および三次元培養ヒト表皮間において分
子種は異なるが、SPHの適用により CER含量は増加することが明らかとなった。
これらの結果から、マウスおよび三次元培養ヒト表皮への SPH 適用後における
CER 含量の増加メカニズムのひとつとして、皮膚中 alkCDase 活性の阻害が関与
していることが示唆された。本研究より、SPHは角層中 CER 含量を増加させる
ために有用な化合物であることが示唆された。 
 第 2章では、SPH の適用による角層中 CER 含量増加メカニズムの詳細を明ら
かにすることを目的として、SMS2KOマウスを用いた検討を行った。 
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第 2章 
スフィンゴミエリン合成酵素 2ノックアウトマウスを 
用いたスフィンゴシンによる角層中セラミド含量 
増加メカニズムの解明 
 
第 1節 緒論 
 SMSは、CERにホスホコリンを付加して SMへと変換する酵素である（Fig. 10）。
SMSには SMS1、SMS2および SMS関連タンパク質（SMS-related proteins: SMSr）
の 3種類のアイソザイムが存在する。SMS1および SMS2 は 6 回膜貫通型タンパ
ク質であり、組織発現はユビキタスである 6)。細胞内局在は SMS1 ではゴルジ装
置、SMS2ではゴルジ装置および形質膜であることが報告されている 6, 49)。また、
マウスとヒト間における相同性は、SMS1 で 97.8％、SMS2 で 91.5％であること
が知られている。SMSrは SM 合成能を持たず、CER をセラミドホスホエタノー
ルアミンに変換することにより小胞体の CER含量を制御する役割を持つと考え
られている 50)。 
現在、SMS の機能解明を目的として SMS1 または SMS2 遺伝子を欠損したマ
ウスを用いた研究が行われている。現在までに、SMS1KO マウスでは中程度の
新生児致死、体重減少、インスリン分泌能の低下 51)および血漿、肝臓、マクロ
ファージにおける SM 量の減少 52)などの表現型が報告されている。また、
SMS2KO マウスにおける表現型は、マクロファージおよび脳における SM 量の
減少 53, 54)、高脂肪食により誘導される脂肪肝の減少 55)およびリポ多糖誘導性肺
障害の緩和 56)などが報告されている。しかし、現在までに SMSKO マウスを用
いた皮膚中 SMS 機能については報告されていない。 
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SM は、細胞形質膜においてコレステロールと共に細胞内へのシグナル伝達の
場と考えられている脂質ラフトと呼ばれる膜ドメインを構成しているが 57)、皮
膚においては皮膚バリア機能に関与する角層中 CER の前駆体として存在する。
SMS を欠損したマウス角層中における CER 含量は、野生型（wildtype: WT）マ
ウスとは異なることが予想される。また、SPH 適用後における SMSKO マウス
角層中 CER 含量を WT マウスと比較することにより、SPH の適用による CER
増加メカニズムを明らかにすることができると考えた。そこで第 2 章では、維
持および繁殖が比較的容易である SMS2KOマウスを用いて研究を行った。まず、
SMS2KO マウスにおける皮膚中スフィンゴ脂質代謝酵素活性（SMS、GCS、酸
性 SMase（acidic SMase: aSMase）、BGCase、aCDaseおよび alkCDase）、CER 前
駆体であるSMおよびGC含量、角層中CER含量および皮膚バリア機能（TEWL）
を測定した。さらに、SMS2KOマウス皮膚への SPH適用後における角層中 CER
含量を測定した。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10.  Synthesis of SM by SMS. 
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第 2節 実験方法 
2-1. 実験動物 
C57BL/6 を遺伝的背景とし、ターゲティングベクターを用いた相同組換えに
より作成された SMS2KO マウス 55)は山下匡 教授（麻布大学獣医学部獣医学科
生化学教室）より供与された。4週令の雄性マウスを実験に用いた。飼育は室温
22±2℃、湿度 55±5%、12 時間毎の明暗サイクルの環境で行い、飼料および水
は自由摂取とした。動物実験および飼育は、城西大学動物実験管理委員会およ
び城西大学組換え DNA 実験安全委員会の承諾を得て「城西大学動物実験規定」
に従い行った。また、P1Aレベルの拡散防止措置を講じた。 
 
2-2. 試薬および実験材料 
C12-NBD-SM および C12-NBD-GC は Avanti Polar Lipids, Inc.,（Alabaster、AL、
U.S.A.）より購入した。C12-NBD-CER は Cayman Chemical Companyより購入し
た。Dimyristoylphosphatidylcholine（DMPC）は日本精化株式会社より供与された。
Uridine diphosphate（UDP）-glucose は Sigma-Aldrich Co., LLC.より購入した。
Aprotinin、leupeptin および cOmplete, Mini（Protease inhibitor cocktail tablets）は
Roche Diagnostics GmbH（Mannheim、Baden-Württemberg、Germany）より購入し
た。D-erythro-sphingosine（SPH）および phenylmethylsulfonylfloride（PMSF）は和
光純薬工業株式会社より購入した。 
TLC 分析の標準物質として使用した sphingomyelin（C18:0/d18:1）および
glucosylceramide（C18:0/d18:1）は Avanti Polar Lipids, Inc.より購入した。
non-hydroxy ceramide および hydroxy ceramide は Matreya, LLC より購入した。
ceramide IIIおよび ceramide VIは Evonik Industries より購入した。 
その他の試薬は和光純薬工業株式会社、東京化成工業株式会社、第一三共株
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式会社、共立製薬株式会社（東京）、Alfa Aesar および Invitrogen より購入した。  
 
2-3. 遺伝子検査 
遺伝子検査は PCR 法により行った。解剖用ハサミを用いて SMS2KOマウス尾
を 1 mm 程度採取した。得られたマウス尾を 25 mM NaOH、0.2 mM EDTA-2Na  
75 μL中で加温（98℃、1 時間）することにより鋳型 DNAを抽出した。40 mM 
Tris-HCl（pH5.3）75 μLを添加し、遠心分離（1,000×g、10分、4℃）後の上清
を使用するまで凍結保存した。Prime STAR® Max DNA Polymerase（タカラバイ
オ株式会社、草津、滋賀） 12.5 μL、10 pmol/μL プライマ （ーforwardおよび reverse） 
各 1.25 μL（最終濃度は 0.5 μM）、オートクレーブ水 5.5 μL、鋳型 DNA溶液 4.5 
μL を 8 連チューブ内で混合し、サーマルサイクラー（Veriti、Thermo Fisher 
Scientific Inc.、Waltham、MA、U.S.A.）を用いて SMS2 のWT alleleまたは KO allele
を増幅した。 
プライマー配列は以下の通りである。 
GOR1 SApcr1: 5’-AGCCACCGTGTCCTGCCGTTTGTTC-3’ 
NLSlacZ-R1: 5’-CTCTTCTTTTTTGCGGAATTGCGGAACAC-3’ 
GOR1-R1: 5’-CCAAGTGCCTTCAAGTTTTGCTGTCTC-3’ 
各 alleleの増幅を目的としたプライマーの組み合わせは以下の通りである。 
WT allele: GOR1 SApcr1、GOR1-R1 
KO allele: GOR1 SApcr1、NLSlacZ-R1 
PCR 条件は以下の通りである。 
98℃、7分 
98℃、10秒※ 
51℃、15秒※ 
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72℃、48秒※ 
72℃、10分 
10℃、∞ 
※サイクルは 40とした。 
 
PCR後の反応液 10 μLおよび 6× Loading Buffer 2.0 μLを混合し、混合液 10 μL
を 1 μg/mL ethidium bromide 含有 1.5％ agarose gel にアプライし、電気泳動を行
った。トランスイルミネータを用いて agarose gel 中のバンドを確認した。Fig. 11
に遺伝子検査の結果の一例を示す。Lane 1 および 2、lane 3 および 4はそれぞれ
同一のマウス由来 DNAを鋳型とした。また lane 1 および 3は WT allele、lane 2
および4はKO alleleの増幅を目的としたプライマーの組み合わせを用いた。Lane 
1および 2は SMS2（+/+）、lane 3および 4は SMS2（-/-）であることを示してい
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11.  Confirmation of SMS2 genotype. 
     WT allele and KO allele of SMS2 were amplified (lane 1 and 4) . 
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2-4. 皮膚中スフィンゴ脂質代謝酵素活性の測定 
SMS および GCS 活性の測定 
Yamaoka らおよび Villani らの方法を改変して行った 7, 58)。マウスを屠殺し、
背部の体毛を除去した後に全層皮膚を採取した。皮下脂肪を除去した後に解剖
用ハサミで破砕した。Buffer A（50 mM Tris-HCl（pH7.4）、2.5 mM EDTA-2Na、
25 μg/mL leupeptin、25 μg/mL aprotinin、0.1 tablets/mL cOmplete Mini、1 mM PMSF、
1% isopropanol in PBS）を添加し、氷中でホモジナイズ（25,000 rpm、1分）した。
遠心分離（800×g、10 分、4˚C）を行い、上清を酵素活性の測定に用いた。
C12-NBD-CERおよびDMPCをコーティングした 1.5 mLチューブに buffer B（120 
mM Tris-HCl（pH7.4）、6 mM EDTA-2Na、60 mM KCl）20.9 μLを添加し、超音波
処理を行うことにより溶解した（最終濃度は 40 および 200 μM）。3.5 mM 
UDP-glucose（最終濃度は 215 μM）3.1 μL、皮膚ホモジネート 25 μLを添加し、
インキュベートした（37℃、3時間）。内部標準物質を含有した chloroform/methanol
（2:1）を添加することにより酵素反応を停止させた。HPLC による反応生成物
（C12-NBD-SM および C12-NBD-GC）の定量は、第 1 章 第 2 節 2-4. と同様
に行った。 
aSMase、BGCase、aCDaseおよび alkCDase活性の測定 
第1章 第2節 2-3. および 2-4. と同様に実験操作を行った。マウスを屠殺し、
背部の体毛を除去した後に全層皮膚を採取した。1% Triton X-100 in 0.25 M 
sucroseを添加し、ホモジネートを作成した。1.5 mLチューブにコーティングし
た種々の蛍光基質に detergent mixture（40 mg/mL Triton X-100、16 mg/mL Tween 80）
12.5 μLを添加し、溶解した。C12-NBD-GC は 64 mg/mL sodium cholate、40 mg/mL 
Triton X-100、16 mg/mL Tween 80 を用いて溶解した。Buffer 25 μL および皮膚ホ
モジネート 12.5 μLを加えてインキュベート（37℃、1または 3 時間）した。HPLC
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により、酵素反応生成物の定量を行った。Table 4 に種々スフィンゴ脂質代謝酵
素活性の測定条件を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2-5. 皮膚中および角層中脂質の抽出 
皮膚中脂質の抽出 
屠殺後、体毛を除去したマウス背部における全層皮膚を採取した。皮下組織
を除去し、秤量した。以降は第 1 章 第 2 節 2-6. と同様に実験操作を行い、
皮膚中脂質を抽出した。 
角層中脂質の抽出 
頸椎脱臼による屠殺後、マウス背部を抜毛した。以降は第 1 章 第 2節 2-5. 
と同様に実験操作を行い、角層中脂質を抽出した。 
 
Table 4.  Conditions for measurement of sphingolipid metabolism enzyme activities. 
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2-6. 皮膚中および角層中脂質の定量 
 脂質の再溶解および TLCプレートへのスポットは第 1章 第 2節 2-7. と同
様に行った。脂質の展開後、バンド密度より定量を行った。SM および GC の展
開条件は以下の通りである 60)。Uchida らの報告を参考にして SM の定性を行っ
た 61)。Vasireddyらの報告を参考にし 60)、またオルシノール硫酸法により GC の
定性を行った。CER の定量は第 1章 第 2節 2-7. と同様に行った。 
SMの定量 
chloroform/methanol/acetic acid/water（50:30:8:4） 
GCの定量 
①chloroform/methanol/water（40:10:1） 
②chloroform/methanol/acetic acid（47:2:0.5） 
③hexane/diethylether/acetic acid（65:35:1） 
 
2-7. TEWL の測定 
0.65% ペントバルビタールナトリウムをマウス腹腔内に投与（45 mg/kg）する
ことにより麻酔した。麻酔下において、ピンセットを用いてマウス背部を抜毛
した。2日後に Tewameter TM300（Courage + Khazaka electronic GmbH、Cologne、
Nordrhein-Westfalen、Germany）を用いて抜毛部位の TEWLを測定した。 
 
2-8. SPH 適用後における角層中 CERの定量 
 第 1 章 第 2 節 2-5. と同様の実験操作を行った。麻酔下においてマウス背
部を抜毛した。マウス抜毛部位に 40 mM SPH を 50 μL滴下し、指で軽く叩くこ
とにより適用した（1日 2回、3日間）。SPHの適用終了後、角層を採取し、CER
含量の測定を行った。 
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2-9. 統計処理 
 SAS University Editionを用いてTurkey’s testおよびStudent’s t-testにより統計処
理を行った。危険率 5%未満（*p < 0.05、**p < 0.01および***p < 0.001）を有意
差ありとした。 
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第 3節 結果 
3-1. SMS2KO マウス皮膚中のスフィンゴ脂質代謝酵素活性 
SMS2KO マウス皮膚中のスフィンゴ脂質代謝酵素活性を WT マウスと比較し
た。SMS2KOマウス皮膚中における SMS 活性は 11.6±3.4 pmol/mg protein/h であ
り、WTマウス（62.1±11.0 pmol/mg protein/h）と比較して有意に低い値を示し
た（p < 0.001）（Fig. 12a）。また、SMS2KOマウス皮膚中における GCS 活性は
86.8±20.4 pmol/mg protein/h であり、WT マウス（135.8±15.6 pmol/mg protein/h）
と比較して有意に低い値を示した（p < 0.01）（Fig. 12b）。SMS2KO マウスおよび
WTマウス間における皮膚中 aSMase、BGCase、aCDase、alkCDase 活性には差は
みられなかった（Fig. 12c-f）。 
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Fig. 12.  The sphingolipid metabolism enzyme activities in skin of SMS2KO and WT mice. 
     Specific activity of SMS (a), GCS (b), BGCase (c), aSMase (d), aCDase (e) and alkCDase (f). Values are 
expressed as the mean ± S.D. (n = 5). **p < 0.01, ***p < 0.001, as determined by Student’s t-test. 
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3-2. SMS2KO マウス皮膚中の SMおよび GC含量 
SMS2KO マウス全層皮膚中の SM および GC 含量を、WT マウスと比較した。
SMS2KOマウス全層皮膚中における SM 含量は 2.2±0.3 g/mg skin であり、WT
マウス（2.3±0.2 g/mg skin）との差はみられなかった（Fig. 13a）。また、SMS2KO
マウス全層皮膚中におけるGC含量は 1.1±0.2 g/mg skinであり、WTマウス（1.5
±0.3 g/mg skin）と比較して減少傾向を示した（p = 0.08）（Fig. 13b）。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13.  The SM and GC content in skin of SMS2KO and WT mice. 
Content of SM (a), GC (b). Values are expressed as the mean ± S.D. (n = 3-4). 
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3-3. SMS2KO マウス角層中の CER含量 
SMS2KOマウス角層中の CER 含量を、WTマウスと比較した。SMS2KOマウ
ス角層中における CER[NS]および CER[NP]含量はそれぞれ 28.2±6.5、2.7±1.0 
g/mg SC であり、WTマウス（47.8±4.7、4.2±1.2 g/mg SC）と比較して有意
に低い値を示した（p < 0.001、p < 0.05）（Fig. 14a、b）。SMS2KO マウスおよび
WT マウス間における角層中 CER[AS]および CER[AP]含量には差はみられなか
った（Fig. 14c、d）。 
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Fig. 14.  The CERs content in SC of SMS2KO and WT mice. 
Content of CER [NS] (a), CER [NP] (b), CER [AS] (c), and CER [AP] (d). Values are 
expressed as the mean ± S.D. (n = 6). *p < 0.05, ***p < 0.001, determined by Student’s t-test. 
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3-4. SMS2KO マウス背部の TEWL 
SMS2KOマウス背部の TEWLをWT マウスと比較した。SMS2KO マウス背部
の TEWL（13.6±4.6 g /m2/h）はWTマウス（8.8±2.3 g/m2/h）よりも有意に高い
値を示した（p < 0.01）（Fig. 15）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15.  TEWL on dorsal skin of WT and SMS2KO mice. 
Values are expressed as the mean ± S.D. (n = 12-15). **p < 0.01, determined by Student’s t-test. 
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3-5. SPH 適用後の SMS2KO マウス角層中 CER含量 
 SMS2KOマウスへの SPH経皮適用後の角層中 CER 含量を、WTマウスと比較
した。SMS2KO マウスおよび WT マウスへの SPH 適用後における角層中
CER[NS]、CER[NP]および CER[AS]含量は、normal 群と比較して差はみられな
かった（Fig. 16a-c）。SMS2KO マウスおよび WT マウスの normal 群における角
層中 CER[AP]含量（4.6±1.9、5.3±1.4 g/mg SC）と比較し、SPH 適用群（7.1
±1.1、7.5±1.5 g/mg SC）ではそれぞれ 56.0、41.0％増加した。また、SPH適
用群における角層中 CER[AP]含量は、SMS2KO マウスおよび WT マウス間で差
はみられなかった（Fig. 16d）。 
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Fig. 16.  The CERs content in SC of SMS2KO and WT mice after topical application of SPH. 
    SPH concentrations was 40 mM. Content of CER [NS] (a), CER [NP] (b), CER [AS] (c), and CER [AP] (d). 
Values are expressed as the mean ± S.D. (n = 4). 
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第 4節 考察 
第 1章の結果および考察より、SPH適用によるマウス角層中 CER 含量の増加
には、alkCDase 活性の阻害以外の要因も関与しているものと考えられた。そこ
で、第 2 章では、CER 生合成に関与する酵素のひとつである SMS2 を欠損させ
たマウスを用い、SPH適用による角層中 CER 増加メカニズムを解明することを
目的として研究を行った。 
まず、SMS2KO マウスおよび WT マウス間において、皮膚中スフィンゴ脂質
代謝酵素活性、皮膚中 SM および GC 含量を比較した。SMS2KO マウス皮膚中
SMS 活性は、WT マウスと比較して 81.3％低下した（Fig. 12a）。SMS2KO マウ
スのマクロファージ、脳および肺における SMS 活性は、WT マウスと比較して
それぞれ 18.0、17.0 および 57.0％低下、また脳における SM 含量は WT マウス
と比較して 25.0％低下していることが報告されている 54, 56, 62)。これらの報告と
比較すると、本研究における SMS2KO マウス皮膚中 SMS 活性は WT マウスと
比較して大きく低下していた。しかし、皮膚中 SM 含量は SMS2KO マウスおよ
びWTマウス間において差は認められなかった（Fig. 13a）。これらの結果から、
皮膚中 SMS2 活性の低下は、皮膚中 SM 含量に大きな影響を与えないことが示
唆された。また、SMS2KO マウスにおいて報告されている表現型は、SMS1KO
マウスよりも比較的軽度であることも関与している可能性がある。本研究では
SMS2KO マウス全層皮膚中 SM 含量の測定を行ったが、全層皮膚より単離した
表皮中における SM含量においては本研究とは異なる結果を示す可能性がある。
SM を含むスフィンゴ脂質には分子内におけるスフィンゴイドのタイプ、アシル
基の鎖長や二重結合の有無により多数の分子種が存在する。Uchida らは TLC に
よるマウスおよびヒト表皮中 SM の分離の際に現れる 3つの画分（SM-1、SM-2
および SM-3）のうち、SM-1 は CER[NS]に変換されることを報告している 61)。
48 
 
また、Abeらはマウス表皮中 SM-1画分において C24:0/d18:1（「C24:0」は SM 分
子内のアシル基の炭素鎖長が 24であり二重結合数が 0であること、また「d18:1」
は分子内のスフィンゴイドは SPH であることを示す）という分子種が最も多く
含まれている（30.8%）ことを報告している 63)。スフィンゴ脂質の分離および定
量には液体クロマトグラフタンデム型質量分析計（liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry: LC/MS/MS）や TLC が繁用されている。スフィンゴ脂質を分
種ごとに詳細に分析する場合には LC/MS/MS が適している一方で、TLC 法では
スフィンゴ脂質を様々な分子種を含んだバンドとして観察することができる。
本研究では SMS2KO マウス皮膚中 SM の総量を測定するため脂質の分離法とし
て TLC 法を選択したが、LC/MS/MS を用いて SMS2KOマウス皮膚中 SM 含量を
分子種ごとに定量した場合には、WTマウスと比較して皮膚中含量が減少してい
る SM 分子種（特に C24:0/d18:1）が観察される可能性がある。SMS または GCS
はどちらも角層中 CER の前駆体である SM または GC を合成する酵素であるの
で、SMS2KO マウス皮膚中における SMS 活性の低下を補うために GCS 活性は
増加することを予想したが、GCS 活性は WT マウスと比較して 36.1%低下した
（Fig. 12b）。また、皮膚中 GCS 活性の低下に伴い、SMS2KO マウス皮膚中の
GC 含量はWTマウスと比較して 26.0%低下した（p = 0.08）（Fig. 13b）。SMS2KO
マウス皮膚中において GCS 活性が低下した理由については不明であるが、
SMS2KO マウス皮膚中における SMS 活性の低下を補うために GCS 活性は増加
しないことが示唆された。SMS2KO マウス皮膚中 aSMase、BGCase、aCDase お
よび alkCDase 活性は、WT マウスと比較して差はみられなかった（Fig. 12c-f）。
これらの結果から、WT マウスと比較して SMS2KO マウス皮膚におけるスフィ
ンゴ脂質代謝酵素活性は、SMS および GCSを除いて大きく変化しないことが示
唆された。 
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次に、SMS2KO マウスにおける角層中 CER 含量および TEWL を WT マウス
と比較した。SMS2KO マウス角層中 CER[NS]および CER[NP]の含量は、WT マ
ウスと比較して有意に低い値を示した（Fig. 14a、b）。Uchida らは、ヘアレスマ
ウス角層における CER[NS]分子内の FA組成について、C24:0（38.1%）は C26:0
（47.3%）に次いで二番目に多いことを報告している 61)。SM は、SMase による
加水分解反応を受け CER およびホスホコリンへと変換される。SM より変換さ
れた CER 分子内におけるスフィンゴイドおよび FA は元の SM と同一であるの
で、この結果からも WT マウスと比較して SMS2KO マウス皮膚中における SM
（C24:0/d18:1）含量は減少していることが予想される。また、WTマウスと比較
して SMS2KOマウス皮膚中のGC含量は減少傾向にあったことも角層中CER含
量の減少に寄与している可能性がある。角層中 CER 含量の減少に対応して、
SMS2KOマウス背部における TEWLはWTマウスよりも有意に高い値を示した
（Fig. 15）。これらの結果より、SMS2KO マウスでは角層中 CER 含量の低下に
伴い皮膚バリア機能は低下することが示唆された。 
最後に、SPH適用後における角層中 CER 含量を比較した。第 1章の結果とは
異なり、SMS2KO マウスおよびWTマウスのどちらにおいても SPHの適用によ
る CER[AS]含量の増加はみられなかった（Fig. 6c、16c）。この結果には、第 1
章で用いた HOS:HR-1 マウスと第 2 章で用いた C57BL/6 マウス間の系統差が影
響している可能性があると考えた。また、SPH適用群における SMS2KOマウス
および WT マウス角層中 CER[AP]含量は、normal 群と比較してそれぞれ 56.0、
41.0％の増加を示したが、有意な差ではなかった（Fig. 16d）。SMS2KO マウスお
よびWTマウス間において、SPHの適用による角層中 CER 分子種の変動パター
ンに差はみられなかったことから、SPHの適用による角層中 CER の増加に対す
る SMS の寄与は小さいことが示唆された。 
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結論 
 
CER は、皮膚の最外層に位置する角層において、遊離 FAやコレステロールな
どの脂質と共にラメラ構造を形成しており、体内の水分保持や外界からの生体
異物、細菌およびウイルスの侵入を防ぐ役割を担っている。また、CER は細胞
のアポトーシスやストレス応答などに関与する細胞内シグナル伝達分子として
の機能も持つ 1, 2)。角層における CER 生合成は、セリンとパルミトイル CoAの
縮合反応より開始される。その後、種々酵素反応による代謝を受けて角層中 CER
が生成されるが、角層中 CER は CDase によりスフィンゴイドおよび FA へと分
解される。老人性乾皮症や AD の患者角層における CER 含量は健常人と比較し
て少なく、皮膚バリア機能は低下していることが知られている 20, 30)。角層中 CER
減少の原因の一つとして、CDase活性の上昇が考えられている 29, 32-34)。よって、
CDase 活性を阻害することにより角層中 CER 含量を制御できると考えた。CER
の分解産物である SPHは、モルモット表皮由来の alkCDaseなどの活性を阻害す
ることが報告されている 15, 16)。また、SPHは皮膚において抗菌活性 17, 18)および
抗炎症作用 19)などを持つことが報告されている。よって、SPH は皮膚にとって
有益な化合物であると考え本研究に用いた。 
第 1章では、皮膚中 CDase活性の阻害という観点から、皮膚中 CER 含量の増
加を目的として研究を行った。まず、ヘアレスマウスを用いた皮膚中 alkCDase
活性に対する SPH の阻害活性を評価し、次にヘアレスマウスへ SPHを経皮適用
し、角層中 CER 含量を評価した。その結果、SPHは CDaseの阻害剤として汎用
されている OEAよりも高い alkCDase阻害活性を示した（Table 2）。また、SPH
適用群における角層中 CER[AS]および CER[AP]含量は、control 群と比較して有
意に増加した（Fig. 6c、d）。さらに、三次元培養ヒト表皮を用いて同様の実験を
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行った。OEAと比較して、SPHは三次元培養ヒト表皮中 alkCDase 活性に対して
も高い阻害活性を示した（Table 3）。しかし、ヘアレスマウスでの実験結果とは
異なり、SPH 含有リポソームの適用後における三次元培養ヒト表皮中 CER[AS]
および CER[AP]含量は、control群と比較して変化はみられなかった（Fig. 9c、d）。
一方、SPHリポソーム適用後における三次元培養ヒト表皮中 CER[NDS]含量は、
control 群と比較して有意に増加した（Fig. 9e）。SPHを含むスフィンゴイドは皮
膚における CER 合成を促進させることが報告されているが 43-45)、SPH適用後に
おける CER 含量の増加メカニズムのひとつとして、皮膚中 alkCDase 活性の阻害
が関与していることが考えられた。本研究より SPH は alkCDase 活性を阻害し、
角層中 CER 含量を増加させるために有用な化合物であることが示唆された。
SPHは、加齢や AD などの要因により減少した角層中 CER 含量の改善を目的と
した臨床応用や、保湿を目的とした化粧品および医薬部外品への応用が可能で
あると考えられる。 
第 2章では、SPH の適用による角層中 CER 含量増加メカニズムの詳細を明ら
かにすることを目的として研究を行った。皮膚中 CER の前駆体である SM を生
合成する酵素のひとつである SMS2 を欠損させたマウスを用いて、皮膚中スフ
ィンゴ脂質代謝酵素活性、角層中 CER 含量、皮膚中 SM および GC 含量および
皮膚バリア機能の測定を行った。その結果、SMS2KOマウス皮膚中における SMS
および GCS 活性は WTマウスと比較して有意に低下した（Fig. 12a、b）。また、
SMS2KOマウス皮膚中における aSMase、BGCase、aCDaseおよび alkCDase活性
は、WTマウスと比較して差はみられなかった（Fig. 12c-f）。SMS2KO マウス皮
膚中における SM 含量はWTマウスと近い値を示したが、GC 含量は減少傾向を
示した（Fig. 13）。また、角層中 CER[NS]および CER[NP]含量は有意に低下した
（Fig. 14a、b）。さらに、SMS2KOマウス背部における TEWLはWTマウスと比
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較して増加した（Fig. 15）。これらの結果から、SMS2KO マウスは角層中 CER
含量の減少に伴う皮膚バリア機能の低下を呈することが示唆された。次に、SPH
適用後の SMS2KO マウス角層中 CER 含量を測定した。SMS2KO マウスおよび
WTマウスにおける SPH経皮適用後の角層中 CER含量の変動パターンに差はみ
られなかったことから（Fig. 16）、SPHの適用による角層中 CER の増加に対する
SMS の寄与は小さいことが示唆された。 
 本研究で得られた結果から、SPHは角層中 CER 含量を増加させ、そのメカニ
ズムのひとつとして alkCDase 活性の阻害が関与していることが示唆された。ま
た、SPH 適用後における、その他の皮膚中 CER の増加メカニズムとして CER
生合成経路の活性化が予想されるが、SMS の寄与は小さいことが示唆された。
今後、SPHの適用による CER 分子種ごとの増加メカニズムの詳細が明らかにな
ることを期待する。 
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